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A 摘要 ”本文 初 步 比 较 分 析 了 买 第 虫 组 蛋白 的 存在 及 其 基本 组 成 。 通 过 甲醇 因 定 ， 两 次 0.3 
mol/L HC 抽 提 及 丙酮 沉 演 ， 提 取 慷 第 虫 酸 溶性 蛋白 ， 利 用 订 和 层 析 制 取 总 DNA 结合 蛋 
白 ， 经 酸性 尿素 系统 及 SDS 系统 电 读 分 析 表 明 ， 买 第 虫 已 存在 5 种 组 蛋白 ， 其 在 两 种 不 同性 
质 电泳 系统 中 的 电泳 行为 与 相应 的 小 牛 胸 腺 组 蛋白 有 近似 的 对 应 关系 。 说 上 明 栅 第 虫 的 组 蛋白 
已 恬 生 了 分 化 ， 并 已 初步 形成 了 性 质 不 同 的 几 个 组 份 ， 从 而 在 一 定 程度 上 支持 核 小 体 组 蛋白 
在 真 核 生 物 的 原核 祖先 阶段 就 已 产生 了 分 化 的 援 说 。 
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组 蛋白 作为 染色 质 的 组 成 部 分 在 染色 质 结构 与 功能 的 进化 中 占 着 极为 重要 的 地 位 。 然 
而 目前 对 组 蛋白 的 了 解 芭 限于 高 等 真 核 生物 及 少数 原生 生物 中 的 类 型 ， 即 由 4 种 核心 组 蛋 
白 与 非 核心 组 和 蛋白 HI 组 成 的 典型 模式 ， 而 在 已 经 具有 核 膜 结构 的 最 低 等 真 核 生 物 中 是 否 
也 存在 该 模式 ， 也 就 是 说 它们 的 核心 组 蛋白 或 原始 组 蛋白 是 仍然 与 某 些 藉 细 万 类 相似 只 有 
1 种 ， 还 是 已 经 分 化 成 了 4 种， 迄今 对 此 毫 无 所 知 。 细 胞 及 其 所 有 结构 都 是 进化 的 产物 ， 
要 全 面 深 入 地 认识 真 核 生 物 的 染色 质 就 必须 从 进化 的 角度 加 以 考察 ， 因 而 设法 了 解 低 等 真 
核 生 物 组 蛋白 的 存在 与 进化 方式 就 显得 颇 为 必要 了 。 

在 诸多 现存 低 等 真 核 生物 中 ， 现 今 已 知 最 为 低 等 的 是 被 Gavalier-Smith (1991) 称 
之 为 Archezoa《 源 真 核 生物 ) 的 单 细 胞 生物 类 群 。 该 类 生物 的 结构 最 为 简单 ， 由 于 不 具 
有 线粒体 和 典型 的 高 尔 基 氏 器 ， 保 留 着 70S 型 核糖 体 以 及 其 它 与 原核 生物 相似 的 性 征 而 
被 认为 是 真 核 生 物 的 最 早 分 枝 类 群 。 已 知 属 于 这 一 类 群 的 有 微 孢 子 虫 类 、 观 病 虫 类 和 部 分 
内 变形 虫 类 等 。 

KARA (Giardia lamblia) 为 单 细胞 原生 动物 ， 寄 生 于 人 体 消化 系统 ， 其 生活 史 
分 为 洲 养 体 和 包 玫 两 个 时 期 ， 具 两 个 遗传 功能 等 同 的 细胞 核 ， 无 线粒体 ， 仅 有 能 行使 高 尔 
基 氏 器 功能 的 高 尔 菇 氏 小 泡 ， 保 留 着 原核 生物 型 的 核糖 体 。 据 此 Cavalier-Smith (1987) 
推测 机 第 虫 可 能 是 最 先 出 现 的 厌 氧 真 核 生物 ， 此 观点 后 为 VYossbrinck (1987) 和 Sogin 等 
(1989) 以 核糖 体 小 亚 基 RNAs (SIRNAs〉 师 序 比 较 建 立 的 系统 进化 树 所 支持 。 基 于 贾 
第 虫 所 处 的 特殊 进化 地 位 ， 以 及 至 今 未 见 有 关 贾 第 虫 核心 组 蛋白 的 组 成 和 结构 形式 的 报 
道 ， 本 文 以 凝 胶 电 泳 方法 初步 分 析 了 其 组 蛋白 的 存在 类 型 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 材料 
BEE RBA (Giardia fambila) 为 LuSi-qi 等 《1990》 自 北 京 一 页 第 虫 病 患 者 类 便 中 
分 离 纯 化 的 BEIJ88 “BIMRI/ 1 纯 株 ， 培 养 基 及 培养 方法 与 Lu (1990) 法 相同 。 
BSCR (PMSF) 为 华美 公司 产品 ，DNA- 纤 维 素 〈 驱 链 )》、 侦 气 详 红 G 
tAzocarmine G)、 己 二 胺 四 乙酸 (EDTA) 等 为 Sigma 公司 产品 ， 其 余 主 要 化 学 试剂 为 
国产 分 析 纯 。 
12 方法 
1.2.1 碱 性 蛋白 提取 BH Rizzo 等 (1972)》 的 稀 酸 提取 法 。 将 培养 3 RERE HEHE 
培养 液 于 4C 预 冷 1hb, ERARE, F 160 rmin 离心 10 min, HERE, AEk 
洗涤 虫 体 3 次 。 以 下 操作 均 在 4C 以 下 进行 ， 分 别 于 痉 甲 醇 固定 10 min、0.5h、1.5h 的 
虫 体内 加 入 少许 酸性 抽 提 液 《0.3N HCO, AS 1.2 mmol/L PMSF, | mmol/ L 
EDTA), JEMIE 5 min, MA 4 倍 体 积 抽 提 液 抽 提 30 min, 2000 r/min 离心 
10 min， 以 再 酮 沉淀 碱 性 和 蛋白， 沉淀 经 真空 干燥 后 再 重复 酸 抽 提 和 丙酮 沉淀 1 次 ， 然 后 以 
再 酮 洗 漆 沉淀 两 沈 ， 将 获得 的 总 大 性 蛋白 冰冻 干 燥 。 同 法 制备 小 牛 胸 腺 组 蛋白 粗 上 品 。 
12.2 DNA 亲 和 层 析 “参照 Melya (1991) 等 的 方法 进行 。 分 别 利用 页 第 虫 总 碱 性 蛋白 
和 小 千 胸 腺 组 蛋白 粗 品 制备 相应 的 总 DNA 结合 蛋白 《“ 即 总 组 蛋白 粗 品 》， 脱 盐 处 理 后 用 
于 电 访 分析。 
12.3 SDS 系统 电泳 ”参照 Laemmli (1970) MAK. BHA, Raw AM eK 
AE T=15%, RERKE C=1.31%, pH6.7; OBR T= 16%, C=0.66%, pH8.8, Eit 
AIRS YO RACE, UR RE 10 mA, Be RK OAZA LRA, SDS 洗 脱 液 
(甲醇 : 乙酸 2 kK =3:°3:°4) BERR SDS, 10% BRAKE PH, & 0.1% 偶 氮 洋 红 G 的 
10% PRR RG DF. 
12.4 ”酸性 尿素 系统 电泳 ”参照 Sakol 等 (1969 的 方法 。 垂 直板 型 ， 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 浓 
AE T= 15%, C=0.625%. HER. LRH FF ANTE IR RR HK EA 6.0 moly L, 
pH3.4。 电 流 强度 10 mA。 电 访 后 于 中 性 状态 以 0.1% (REEL G 染色 分 析 。 


2 结果 


经 甲醇 固定 10 min 的 贾 第 虫 组 蛋白 的 SDS 电泳 结果 如 图 1， 可 分 辨 出 7 条 蛋白 主 
带 ， 其 中 $ 条 带 的 电 谍 迁移 率 分 别 与 小 千 胸 腺 5 种 组 蛋白 相近 ， 只 是 与 H4 及 H3 相应 的 
机 第 虫 蛋 白 染 色 带 位 置 稍微 偏 高 ， 即 分 子 量 稍 大 。 与 小 牛 胸 腺 组 绥 白 不 同 ，H1 位 置 的 页 
第 虫 染 色 带 仅 有 1 条 ， 在 Hl 与 H3 之 间 还 存在 两 条 功能 不 清 的 蛋白 带 。 

酸性 尿素 电 访 的 结果 如 图 2， 贾 第 虫 也 存在 与 小 牛 胸腺 5 种 组 蛋白 相对 应 的 蛋白 染色 
带 。 

随 着 甲醇 对 页 第 虫 固定 时 间 的 延长 ，SDS 电 访 凝 胶 上 与 小 牛 胸腺 组 重 白 H4、H3 和 
H2a 相应 位 置 的 贾 第 虫 蛋 白 染 色 带 颜色 逐渐 变 浅 ， 与 H4 对 应 的 蛋白 带 几 乎 完全 消失 ， 如 
图 3 所 示 。 说 明 这 些 贾 第 虫 DNA 结合 蛋白 经 甲醇 固定 后 的 酸 溶 性 下 降 。 小 牛 胸腺 组 蛋白 
则 未 出 现 此 现象 。 
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图 1 贾 第 虫 组 蛋白 与 小 牛 胸 
腺 组 蛋白 的 SDS 电泳 
图 谱 

Fig.l Electrophoresis of 

histones of G. lamblia and 

calf thymus on SDS gel stain- 

ing with azocarmine G 
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b. AF RAE AIG. lamblia his— 


tones). 
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Fig.2 Electrophoresis of 

histones of G. famblia and 

calf thymus on 6.0 mol/ L 

urea gel staining with azo— 

carmine G 

a 小 牛 胸 腺 组 蛋白 ICalf thymus 

histones); 
b. WP HA AIG. lamblia his- 


tones}. 
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图 3 甲醇 固定 对 机 第 虫 组 蛋 
白 与 小 牛 腕 腺 组 蛋白 提 
RR A BO 

Fig.3 Effect of fixing on 

histones of G. lambliu and 

calf thymus with methanol at 

OC . Electrophoresis condi- 

tions: SDS gel. T= 16%, 

10 mA, staining with azo- 

carmine G 

a 小 牛 胸 腺 1 国定 1.5 hiCaif 

thymus (fixing for 1.5 h)}]: 
b. WE Ad 1.5 bG. lamblia 
(fixing for 1.5h)]; 
c. HS AAS 0.5 hC. lamblia 
(fang for 0.5 h)]. 


为 确保 页 第 虫 染 色 质 碱 性 蛋白 在 抽 提 过 程 中 不 致 被 水 解 以 及 排除 实验 结果 中 其 它 蛋 白 
带 假 象 存在 的 可 能 ， 在 制备 样品 时 、 利 用 甲醇 固定 虫 体 ， 低 温 操 作 ，0.3 mol/L HCI H 
极 低 pH 条 件 ， 以 及 提取 液 中 蛋白 酶 抑制 剂 PMSF 和 EDTA 的 存在 ， 避 免 了 蛋白 酶 对 组 
蛋白 的 作用 以 及 水 解 高 分 子 蛋 白质 产生 与 核心 组 蛋白 相似 的 小 分 子 碱 性 蛋白 的 可 能 性 ， 并 
通过 DNA 亲 和 层 析 除 去 非 DNA HABA. JES, RIM RAL RAH A RRA 
统 电 广 和 以 分 子 量 及 分 子 形状 为 基础 的 SDS 系统 电 谈 进行 分 析 ， 消 除 蛋 白质 单一 性 质 相 
似 的 偶然 性 。 更 由 于 作为 染色 剂 的 偶 氮 洋红 G 的 中 性 溶液 只 专 特地 使 染色 质 碱 性 蛋白 着 
E (李靖 淡 ，1964)， 因 而 贾 第 虫 存在 与 典型 真 核 生物 组 蛋白 相似 的 DNA 结合 蛋白 的 结 
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论 是 可 信和 的 。 

虽然 贾 第 虫 组 蛋白 与 小 牛 胸腺 相应 组 蛋白 的 迁移 率 〈《Rf 值 》 相近 ， 人 但 并 非 完 全 相 
等 ， 同 时 从 图 3 中 可 见 ， 小 牛 胸 腺 细胞 经 甲醇 固定 1.5 bh 其 至 更 长 时 间 ， 仍 能 以 0.3N 
HC 抽 提 出 大 量 的 核心 组 蛋白 ， 但 页 第 虫 经 甲醇 固定 ， 随 固定 时 间 的 延长 ，DNA 结合 蛋 
白 的 可 抽 提 种 类 和 提取 量 都 逐渐 下 降 。 此 现象 也 曾 为 张 建 文 等 〈1988) CORA SRR 
上 所 遇见 ， 暗 示 这 些 低 等 真 核 细胞 与 高 等 真 核 细 了 胞 在 染色 质 结构 方面 ， 或 者 在 染色 质 碱 性 
蛋白 与 相应 的 组 蛋白 的 结构 方面 可 能 有 所 不 同 ， 由 于 进化 水 平 的 不 同 这 种 微小 的 差异 是 可 
以 理解 的 。 

Reack 等 (1978) 根据 5 种 组 蛋白 一 级 结构 的 比较 已 指出 4 种 核心 组 蛋白 有 一 共同 的 
起 源 ， 组 蛋白 HI 则 有 另外 的 来 源 。 自 70 年 代 起 已 先后 有 一 些 实验 室 研 究 各 种 原核 生物 
体内 的 染色 质 蛋 白 ， 并 已 取得 了 不 少 成 果 。 但 是 真正 与 真 核 生物 的 核心 组 蛋白 在 起 源 上 有 
紧密 关系 的 蛋白 直到 1990 年 方才 为 美国 Reeve 的 实验 宝 从 一 种 嗜 高 瘟 的 原 细菌 一 一 产 甲 
烷 热 菌 ( Methanthermus fervidus) 体内 找到 (1990)。 这 种 蛋白 被 命名 为 HMf 蛋白 , 在 
氨基 酸 序列 上 与 4 种 核心 组 蛋白 都 很 明显 地 相似 。HMf 蛋白 的 发 现 已 经 证 实 了 Reeck 等 
的 推测 。 关 于 从 核心 组 蛋白 的 原核 祖先 分 子 如 何 进 化 为 真 核 生物 的 4 种 核心 组 蛋白 ， 一 种 
可 能 性 是 祖先 分 子 在 原核 生物 阶段 即 已 分 化 成 了 4 种 ， 另 一 种 可 能 是 这 种 祖先 在 真 核 细 胞 
已 经 进化 形成 以 后 方才 分 化 成 为 4 种 核心 组 蛋白 。 在 系统 进化 上 ， 与 真 核 生物 最 为 接近 的 
原 细菌 Carcheabacteria) 方面 ， 虽 则 Searcy (1988) 报道 的 Thermoplasma acidophilum 
#0 Karin (1993) 报道 的 Methanococcus voltae 体内 都 只 存在 一 种 类 组 和 蛋白， 分 别称 之 
为 HTa 和 HMV， 都 未 出 现 类 组 蛋白 的 分 化 ， 而 HMf 蛋白 和 Romana (1992) 从 
Methanobacterium thermoautotrophicum 中 提取 的 类 组 蛋白 都 已 分 化 成 极为 相似 的 两 种 类 
型 ， 分 别称 为 HMf1、HMf2 和 HMt1、HMt2。 这 样 看 来 组 蛋白 在 细胞 未 进化 至 真 核 类 
时 就 已 开始 分 化 是 有 可 能 的 。 本 工作 也 未 能 证 实 核心 组 蛋白 进化 的 后 一 种 可 能 性 ， 从 而 增 
强 了 前 一 种 可 能 。 但 是 源 真 核 生 物 并 非 只 有 届 第 虫 一 类 ， 原 细菌 中 的 产 甲 烷 细 菌 的 种 类 也 
极其 繁多 ， 因 此 还 需要 在 其 它 源 真 核 生 物 和 原 细 菌 体 内 作 类 似 的 检查 。 此 外 也 还 需要 对 页 
第 虫 与 典型 真 核 生物 的 核心 组 蛋白 作 更 为 深入 的 比较 。 
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PRELIMINARY STUDY ON THE HISTONES OF Giardia lambira 


Wu Gang Li Jingyan 


(Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223) 
Lu Siqi 


(Section of Parasitology, Capital University of Medicine, Beizng 100054) 


Abstract 


About how the prokaryotic ancestor molecular of core histones evolved into four kinds 
of core histones of eukaryote has two possibilities: one is the ancestral molecular had already 
differentiated into four kinds at stage of prokaryote, the other is this differentiation occured 
after the cell evolving into the eukaryotic cell HMf and HMt, two kinds of histone—related 
proteins, isolated respectively from Methanothermus grvidus and Methanobacterium 
thermoautotrophicum AH, Archaebacteria which are most closely related to eukaryote, by 
reeve’s laboratory have already differentiated into HMfl, HMf2 and HMtl, HMt2. Up to 
now, the core histones found from lower eukaryotic cell, such as Leishmania and 
Tetrahymena, have all differentiated into four kinds, In this paper, the total histones were pre- 
pared from Giardia lamblia, the most primitive eukaryotic cell, .by engaging in methanol 
prefixation, two times of 0.3 mol / L HCI extraction, acetone precipitation and DNA affinity 
chromatography. The results of electrophoresis, SDS gel (Fig.1) and acid urea gel (Fig.2), of 
the Giardia histones showed that seven major protein bands could be resolved, and five of 
these bands migrated to position similar those of five kinds of calf thymus histones. It seems, 
therefore, that the Giardia histones have already differentiated and consisted of at least five 
kinds of histones. and, on certain extent, this supported the hypothesis that the histone had 
already differentiated into four different kinds at the stage of prokaryotic ancestor of 
eukaryote. 

Key words Giardia lamblia, Histone, Evolution 


